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Cultivo de tejidos en la agricultura

Introduccion

El cultivo de tejidos y células vegetales in vitro se ha considerado frecuen-
temente como una alternativa frente a los métodos convencionales de
mejoramiento genético en especies de importancia econémica. Esta alter-
nativa requiere de algin mecanismo capaz tanto de generar variabilidad
genética in vitro como de regenerar plantulas a partir de dichas variantes
genéticas.

En la cafia de azicar, por ejemplo, el cultivo de células in vitro permite
inducir, por lo menos en algunos casos, una variabilidad genética seleccio-
nable, la cual estd -asociada con. ‘mosaicos cromosémicos’ que presumi-
blemente se presentarian en algunas variedades o clones (Heinz et al.,
1971). A partir de tales variantes cromosémicas se pueden regenerar
plantas de diferente constitucién genética, las cuales se estabilizarian en
poblaciones capaces de reproducirse en forma agdmica y que serian,
eventualmente, susceptibles de seleccién por sus caracteristicas cualitati-
vas o cuantitativas de interés agronémico.

Una serie de supuestos permitirdn formular un modelo biométrico con
su correspondiente interpretacién; partiendo de él, una poblacién de la
naturaleza antes descrita se caracterizaria por los efectos genéticos y
ambientales determinantes de la expresién fenotipica individual.

Cabe mencionar que algunas variantes fenotipicas seleccionables, espe-
cialmente en las primeras etapas de la reproduccién clonal, pueden no
estar asociadas con efectos genéticos estables; es el caso de los llamados
efectos clonales o efectos ‘C’, de determinacién probablemente extracro-
mosémica, que tienden a desaparecer en el curso de algunas generaciones
de reproduccién asexual. Es muy posible que, en la determinacion de los
fenotipos, los efectos ‘C’se sumen y se confundan con los efectos genéticos
estables, afectando consecuentemente las estimaciones del valor fitotéc-
nico potencial de las poblaciones asf originadas.

Estimacion del Grado de Determinacion Genética

La falta de variabilidad genética en una poblacion se traduce en una
determinacién genética nula, lo cual descalifica cualquier intento de selec-
cionar tipos superiores en ella; en este caso, la totalidad de la variacién
observada se puede atribuir a efectos ambientales aleatorios no suscepti-
bles de seleccién dirigida.
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La expresion fenotipica individual se puede definir con un modelo
biométrico simple segiin la expresién 1:

Xjj = Uy + Gj +Ej 1)
Los términos de la ecuacién representan lo siguiente: ‘
Xij = la expresién fenotipica mdmdua.l del genotipo i en un réplica
cualquiera j;
Ho = el pardmetro de la posicién poblacional (media) para el caracter
investigado;
G; = elefecto particular del genotipo i qﬁe afecta por igual a todas las

réplicas de dicho genotipo, y se expresa como desvio respectode la
media poblacional;

Eij = el efecto ambiental asociado con la:réplica j del genotipo i; es un
efecto particular de cada réplica en cada genotipo, y se expresa
también como un desvio respecto. de la media poblacional.

Tanto los efectos G; como los Ejj se suponen aleatorios en este modelo
que entonces se autodefme como dle tipo II (Steel et al., 1980).

El efecto Gj es, en realidad, una resultante de efectos genéticos y extra-
genéticos; los efectos genéticos estables que componen la expresion fenoti-
pica resultan del balance de los efectos aditivos, de dominancia y epistati-
cos sobre el carécter en cuestion. A estos efectos genéticos estables deben
sumarse efectos genéticos de estabilidad relativa, referidos a la interaccién
genotipo-ambiente, ‘ ’

El componente G; del modelo biométrico incluye también los efectos “C’
que son de relativa inestabilidad aunque, por lo general, de tendencia
definida; estos efectos ‘C’ interfiereh con la expresién del componente
genético, afectando la capacidad de diagnéstico y el pronéstico de las
técnicas biométricas.

Hechas estas consideraciones generales, se acepta que la varianza feno-
tipica poblacional ( 0 2p) est compuesta por una porcién correspondiente
a la variabilidad aportada por el componente G; y por otra porcién
atribuible al Eij; estos términos constituyen la expresién (2):

o’p = ot o (2)
donde:

olg=1la variacién genotipica, la cual puede estar acrecentada por los
efectos ‘C’, cuando éstos ocurran.
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°2E = la variabilidad no seleccionable, de origen ambiental.

En (2) no hay una manera directa de estimar la 02G. En cambio, se
puede estimar la 02 con distintas aproximaciones y con diferentes gra-
dos de confiabilidad.

Los pesos relativos de los componentes de la variacién determinan el
grado de determinacién genética (GDG), a veces mencionado como la
‘heredabilidad en el sentido amplio’ (h2).

GDG = h = g¢2/0%, 3)

Enel caso de que ocurran efectos ‘C’, la expresion (3) se puede interpre-
tar como un limite superior o maximo para el GDG, lo cual afectara la
eficiencia de esta estimaci6n en una magnitud desconocida.

Caso 1: una sola repeticion por genotipo

En el caso de que la poblacidén cuente con una sola repeticion por
genotipo, la varianza se puede interpretar s6lo en términosdela 0 2p;yse
requiere, en consecuencia, un estimador independiente (testigo) de la
varianza ambiental. '

En materiales reproducidos clonalmente, uno o varios clones indepen-
dientes se pueden repetir en forma aleatoria, conjuntamente con la pobla-
cion base; en este caso, para estimar la vatiacién ambiental es preferible
(aunque no excluyente) utilizar como clon testigo el mismo clon madre
replicado. En cualquier caso, se debe suponer que la variacién ambiental
( 02g), estimada a partir de los clones testigo repetidos, representa bien la
variacién ambiental que realmente se ha producido en la poblacién; esta
suposicién no seria necesariamente correcta si han ocurrido variaciones
espontineas, p.¢j., una mutacién. La estabilidad relativa respecto a las
variaciones del ambiente es también una cualidad genética que caracteriza
y diferencia a muchos genotipos.

Con estas limitaciones, la 025 poblacional puede entonces estimarse
mediante la expresién (4):

0-2 =g 2 - g 2 . (4)
donde:

g2 = estimacion independiente de la variacién ambiental a que estan
sometidos los integrantes de la poblacién investigada.

Esta es una manera sencilla, aunque extremadamente rudimentaria, de
estimarla 02 poblacional de un caracter cuantitativo; la confiabilidad
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depende en este caso de cuan eficientemente se haya estimado la g2 con
los procedimientos descritos.. El ejemplo que sigue sirve para ilustrar el
manejo de esta informacién.

Ejemplo: sdibclones de cafia de azicar. A partir de cultivos in vitro, se
obtuvo una poblacién de subclones de cafia de aztlicar de la variedad NA
56-79; se desea investigar la posibilidad de que en estos materiales se haya
inducido vanablhdad genénca con respecto a la caracteristica ‘contenido
de sacarosa’.

Los subclones se han reproducido en parcelas experimentales tinicas, y
el clon madre (NA 56-79) s¢ ha intercalado con repeticiones en el mismo
experimento. Tanto en 1a poblacién base, cuya probable variabilidad se
desea analizar, como en el clon madre utilizado como testigo, se hicieron
controles del contenido de sacarosa por los métodos convencionales de
laboratorlo Los datos, analizados estadisticamente, permitieron estimar
los parametros de posicioén y dispersién que se consignan en el Cuadro
15.1.

Cuadro 15.1. Estadisticos de posicion y dispersién del rendimiento
sacarino en el clon madre y en subclones de cafia de
azicar del cultivar NA 56-79. .

Estadisticos Clon madre Subclones
Media? 1152 (HQ) 10.82 (Ug)
Varianza - 0.6337 (0 %g) 1.4659 (G2p)
Desviacion estdndar - 0.7960 (o’E) ' 1.2107 (Op)
Coeﬁcien;t_e de variaéiéh " 0.0691 (CVp ' 0.1119 (CVp)

a. Del rendimiento o contendio de sacarosa, medido en porcentaje:

FUENTE: Ploper et al., 1978.

Con los resultados experimentales que presenta el cuadro mencionado
se pueden estimar la varianza genética poblacional (.02G) y.el grado de -
determinacion genética (GDG) para el cardcter en cuestion, empleandolas
expresiones (3).y (5), respectivamente.

1,4659 - 0.6337 = 0.8322 ‘
0.8322 / 14659 = 0.5677 ; GDG, % = 56.8%

0l
GDG

i

Sien el caracter analizado se presentase una correlacién entre medias y
varianzas poblacmnales en la estimacion de la o2g podrla proponerse
una correccién para referirla a la media poblacional que corresponda
haciendo para ello uso de la siguiente expresion:
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R (c_o’rrégida)v‘ = 0% (ug/u cy _ '
‘ R = 0.6337 (1082/1152)2 = 05590

Con esta nueva aproximacion, la variacion debida al genotipo (o ZG) y
el grado de determinacién genética (GDG) serian:

02, = g2, - 0¥ = 1.4659 - 0.5590 = 0.9069
GDG = 0.9069/1.4659 = 0.6187; GDG, % = 61.87%

A partig; de las estimaciones de la 025 puede estimarse también el
coeficiente de var1ac16n genética (CVG), que, relaciona la variabilidad
genética de la poblac;én conla medla poblacional..

Contintiando con el e_]emplo, se usaréyla Gltima estimaci6n de la alg
poblacional como punto de partida para ¢alcular la desviacién genética
estdndar (0 ), vy a partlr de ésta calcular el coeﬁcxente de varlac16n

(CVG)

9G = VcZG = \/0.9069 0.9523

CVg¢ = og/ Uy = 0.9523/10.82 =0.088 ; CVs, % = 8.8%

A partir de los coeficientes de variacién, existe otra forma de estimar el
GDG mediante la expresiéon (5):

GDG = (CVg/CVp)? ®)

El grad6 de determinacién genética (GDG) permite describir la varianza
que no se puede explicar por los efectos ambientales como una proporcién
de la varianza total existente en la poblacién; por lo tanto, tiene valor
para el diagnéstico en la mvestlgamén del potencxal ﬁtotécmco de la
poblacién base.

Caso 2: se repiten los genotipos de la poblacion

En este caso, se supone que cada uno'de los genotipos K, que integran la
poblacién investigada desde &l punto-de vista de su potencial fitotécriicoha
sido repetido K, veces en un disefio-experimental apropiado.

Sobre la base del mismo modelo biométrico expuesto en el Caso 1, el
efecto G; se mide ahora a partir del promedio de las K, repeticiones
d1str1bu1das aleatoriamente en un disefio experimental definido. Las repe-
thlOI‘leS tienden a reduc1r elerrordela interaccién genotipo-ambiente (en
lo que se reﬁere a efectos rmcroamblentales), y reducen, parcialmente,
algunos de los efectos *C’.
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Por otra parte, se puede emprender una estimacién més directa y
confiable de la 02, por cuanto ahora participan en dicha estimaci6n los
K, genotipos 1nvest1gados en lugar de uno solo o de unos pocos genotipos
1ndepend1entes cemo lo requeria la situacion expuesta en el Caso 1. La
02g, como estimacion, esta condicionada a las variaciones micro y
macroamblentales como se comentd anteriormente.

La. repeticion de los : genotlpos y ¢l uso de un dlseno expenmex;tal
permiten realizar un apalisis convencional de la varianza. La varianza total
del experimento. puede separarse en efectos independientes atribuibles a
diferentes causas. Las diferencias ‘entre genotipos’y ‘entre repetlcxones de
un mismo genotipo’ permlten unaestimacion mas ajustada de los parame-
tros supuestamente genéticos y ambientales que determinan la expresiéon
fenotipica.

Ejemplo: subclones de caiia de azicar repetidos. Se supone una p(ﬁ)'bla?
cién constituida, por 90 (K,) genotipos (subclones) obtenidos a partir de

cultivos in vitro de la vanedad NA 56- 79, dispuestos en un experlmﬁnto
completamente al azar, .con 2 repet1c1ones (K) por. entrada El carécter
investigado es el mlsmo del ejemplo anterior, o sea, el contenido de.
sacarosa. En ¢l Cuadro 15.2 se presentan los resultados obtenidos en un
andlisis de varianza convencional, al que se han agregado los valores
esperados de las varianzas respectivas,

Cuadro 15.2. - Anélisis de la varianza y esperanzasde los cuadrados medios en Subclonesde.
cafia de aziicar de la variedad NA 56-79.

Causas de variacién o &.Grados.de . Cuadrados. Esperanza de los
libertad . medios . cuadradps medijos

Entre genotipos K,-1=289 (CM,;)=2.3728 g 2E +K, 0 2G

Entre repeticiones dentro : I .

de los gentotipos K(K; - 1) =90 (CM,)=0.5590 g2

Total ; KK, -1=179

Igualando los cuadrados medlos con sus respectivas esperanzas ‘en’
términos biométricos, se pueden estlmar las variaciones de origen ambien-
tal y de presunto origen genético:

62, = CM, = 0.559
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de donde resultaria nuevamente la estimacién del GDG a partir de (3).

op = 0% t o% = 09069 +0.559 = 14659
— 0.9096 o
= g2 2 = 222D — 6] GDG, % = 61.87
GDG 0%/ olp 2659 0.6187 ; % | %

Este ejemplo ha sido preparado de tal manera que en ambos casos se
obtengan estimaciones idénticas del GDG y se facilite asi 1a ejemplificacién
enel tema siguiente. En la practica, en este segundo caso se espera obtener
una estirnacion del GDG menor que en el caso de la réplica Unica, debido a
layaexplicada tendencia de las repeticiones a neutralizar tanto los efectos
dela mteraccu’)n genotipo-ambiente como algunos efectos ‘C.

Seleccion y Progreso Genético

Ladeteccion de la variacion residual no explicada por causas ambientales,
y que presuntamente tiene causas genéticas estables, permite ejercer algin
tipo ‘de seleccién dirigida en la poblacién en cuestién. Mediante este
proceso selectivo, se pretende conservar los genotipos mas convenientes y
descartar aquéllos queé no concuerdan con los objetivos del mejorarmento
genético.

Existen técnicas biométricas simples para pronosticar el éxito de la
seleccién en términos del progreso genético esperado; estan basadas en
algunos supuestos adicionales respecto a la distribucién de los componen-
tes del fenotipo.

La expresién (6) describe la respuesta esperada (R) a la seleccién, en
funcién del diferencial de seleccion (S) y del grado de determinacién
genética (GDG):

R=GDG.S ©)

El diferencial de seleccién ( S = Wg - M () expresa la media fenotipica
de los individuos seleccionados en la poblacién como desvio de la media
poblacional antes de iniciarse el proceso selectivo. La respuesta a la
seleccién (R = M, - W ) expresa, también en términos de desvio respecto
de la media poblacional original, la media de la poblacién en la generacién
siguiente a la seleccion (Figura 15.1).

Si se realiza un experimento de seleccién en la f)oblacién original (G,) y
se observa la respuesta real en la siguiente generacién (G,), se pueden
conocer los verdaderos valores de S y de R, y a partir de éstos determinar,
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Figura 15.1. Medlas dlferencml de seleccxényrgspuesta El ﬂreasombreada(lineasupenor)
indica la porcién selectionada en la poblaclén base.

Gy = generagcion 0,.en la- que ocurre Ia seleocion.
G, = generaclén slgmente alade selecclbn L
uoy =>“med]a pnblacwnal en‘ la Go

Hg = media de los fendtipos selacciuna,bles en la Gy

U, = media poblhcnon‘a.l‘en la G,‘, supo’niendoa‘uiencm de intéraccion’ gé‘ndtiiiblaﬁibiente. ‘
Xg = limite de seleccidn y punto de truncada.

S = diferencial de seleccién.

R = respuesta a la Jsgleccién.

i

mediante la expresi6n (7), lo que se conoce como ‘grado de determinaci6n
genética liberado’ (GDGR) Este expresa la verdadera determmaclén
genética que la poblacu’m sometida a seleccion’ pone de mamﬁesto

¢

GDGR = R/S" o
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La expresion 6, por su parte, es meramente descriptiva y, por tanto, de
interés relativo para el seleccionador; requiere ademas un conocimiento de
S, lo que implica haber llevado a cabo la seleccién en la poblacién base.

Si en el caracter que motiva la seleccién se supone una distribucién
normal de los fenotipos individuales, y se pretende ademés efectuar una
seleccién por sesgado de la distribucién —es decir, se aceptan todos los
fenotipos por encima de un limite inferior establecido— entonces el valor
de S se puede convertiren i, que es laintensidad de seleccién ya que ésta se
define asf:

i = S/op ®

Enlaexpresion(8), op esladesviacionestandaren la poblacionbase de
seleccidn, y sirve para trasformara S en diferencial de seleccién estandari-
zado, i. Este valor i depende exclusivamente de la proporcioén seleccio-
nada y puede encontrarse exactamente mediante la expresién (9):

i = hp )

Enesta ’ecuacién, h representala al;ura dg laordenada normal esténdar
correspondiente al punto de sesgado (limite de seleccién estandarizado)
y p representa la proporcion seleccionada en la poblacién base.

Para las presiones de seleccion mas usuales, tales como 0.5%, 1%, 5%,
10%, 20%, 30% y 50%, los valores de i son respectivamente los siguientes:
2.892, 2.665, 2.063, 1.755, 1.400, 1.159.y 0.798.

Esta particularidad de i permite trasformar la expresién descriptiva de
la respuesta a la seleccién en una expresion de pronoéstico, si se admite una
cierta presion selectiva teérica. El progreso se puede valorar en forma
cuantitativa, lo que permite comparar situaciones experimentales y proce-
dimientos de seleccion diferentes. Las expresiones (10) y (11) pronostican
los progresos absolutos y relativos esperados de la seleccion.

R = i.GDG.dp ‘ : > (10)
R% = i.GDG.CVp, % 1

De estas expresiones, donde CV}, es el coeficiente de variacién fenoti-
pico de la poblacién base, se puede inferir que, al menos en principio, se
esperarian mayores progresos por seleccion en las siguientes condiciones:

a. Cuando se aplican presxones selectlvas relatlvamente mayores lo que
por si solo determmana el crecxmxento de i.

b. Cuando el GDG efectivo sea mayor, lo que est4 determinado por un
CV; relativamente elevado.
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c. Cuando la variabilidad fenotipica de 1a poblacién base sea mayor, lo
que asegura una mayor dlscnmmacxén conrespecto alosefectosdela
seleccién. ~ » : ~ o

No obstante, esta expectativa de progreso no se cumple necesariamente
por varias razones, que no serén analizadas’ aqul; ese hecho determina-
ria un desgjuste entre los progresos esperados y aquéllos verdaderamente
logrados por la seleccion. C ,

" Ejemplo: progresa esperado’ de 1a seleccién en subclones de cafia de
aziicar. De acuerdo con los datos consignados en el Cuadro 15.1, la
caracteristica ‘contenido de- sacarosa’ de la cafia d¢ azticar presenta enla
poblaci6n base, una medla wo= 10 82y u'na deswamén op = 1.2107.

- Porotraparte,enla poblamén se habiaestablecido, para esta caracteris-
tica, un residuo de variabilidad que no se puede explicar solamente por
efectos ambientales aleatorios, y'que, cuando sea determinado por efectos
genéticos estables, permitird una seleccién efectiva de la poblacién en
cuestién. El GDG estimado en la poblacién base fue de 0.6187.

Sise establece una presi6n selectiva tal que permlta conservar €l 10%de
los mejores fenotxpos (respecto al contemdo de sacarosa) se pueden esti-
mar el progreso absoluto y el relativo. que con respecto a la media de la
poblac16n base, se esperan de dlcha seleccién. Como se vxo anterlormente
a'una seleccion propuesta del 10% corresponde un valor de intgnsidad de
seleccu‘)n i. = 1,755, si se supone que hay una d1str1buc16n normal del
caricter objeto de laseleccién. Se pueden entonces efectuar estas estima-
ciones empleando: las-expresiones (10) y (11), asi:-

R" 1755x06187x 12107-— 1315 ’
R, % = 1.755 x 0.6187 x 11.19 = 1215%

El primer resultado (1.315) indica el valOr absoluto que, como desvio
respecto alamedia poblacional, se espera después de aplicar enlasiguiente
generacién clonal el criterio selectivo en cuestién. La media esperada ( 1)
en la generacion G, equivaldria entonces a la media inicial més ese desvio.

U, = 1082+1315 = 12135 (12)

El segundo resultado obtenido (12. 15%) expresa la misma ganancia,
pero con relacién a la media poblac1onal Esta segunda expres1én (donde
CVP ='0.11 19 puedc mdlcarse como CVp* 100 [ como CVP %) perm1te
tes procedmuento"s‘ de seleccién, e incluso para diferentes caracterisucas ‘
cosa que no seria posible hacer con el valor absoluto del progreso genético.
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- Una dificultad que se presenta frecuentemente en este tipo de investiga-
ci6n es'la comparacién con el testigo (por ejemplo, el clon madre). En
ocasiones, es deseable conocer la frecuencia relativa de los subclones que
superan al testigo, o el progreso esperado cuando se toma como limite de
selecmén 1a med1a del testlgo

En el Cuadro 15.1 se consigna la-media del clon madre (var. NA"56-79),
el cual se utilizé como testigo en el experimento que se describe (u o =
11.52). La frecuencia relativa de los fenotipos que en la poblacién base
superen esta medxa se halla fécﬂmente con la ayuda de cualqmer tabla de
dreas de la distribuciéon normal estandanzada en el supuesto de que la
distribucién del carécter sea normal (Fisher et al., 1963). El procedimiento
consiste en una trasformacién ‘z’, calculando este valor z mediante la
expresxén(lS) y hallando el Area correspondlente en latabla antes descrita.

2 = (uc- uo)/oP (13)
= (1L 520 - 10 082)/1 2107 0578

En la tabla de éreas, el valor de z calculado corresponde a un 4rea de
0.7183 (valor encontrado por 1nterpola016n), esta drea pertenece a la
extrema izquierda de la poblacxén Con respecto al drea total, que se
considera 1gua1 a la unidad, el 4rea hallada deja, hacia la derecha de la
distribucién, otra 4rea de 28.17% aprox1madamente ésta corresponde al
porcentaje seleccxonado si el criterio de seleccién ha sido descartar todos
los fenotlpos que nQ alcancen, por lo menos, el valor medlo del testlgo

Para una presién selectiva de esta magnitud se puede-calcular exacta-
mente la intensidad de selecci6n, i, haciendo uso de la expresién (8). Sin
embargo, se puede lograr una aproximacién razonable con el método
gré.fico (Falconer, 1981), con el cual se obtiene, para este caso, un valor
i=1 25 (aprox1madamente)

Sustltuyendo ahora valores en lagexpresiones (10) y (l I)se obtlenen los
resultados siguientes; :

R = 1.25 x 0.6187 x 1.2107 = 0.936
R, % = 1.25 x 0.6187 x 11.19 = 8.65%

Estos valores tienen idéntica interpretacién que los anteriores, excepto
por la menor pres16n selectiva utilizada (28.2% frente al 10% utilizado enel
primer caso) esta dlferencm expllca los menores progresos absolutos y
relativos que se alcanzan con el criterio selectivo propuesto.
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Cabe mencionar finalmente la relativa confiabilidad que le atribuye el
fitotecnista a estas estimaciones basadas en modelos biométricos teéricos.
Yase dijo anteriormente que es frecuente observar desajustes significativos
entre los progresos esperados en virtud de estas consideraciones tedricas y
los progresos realmente alcanzados en la practica de laseleccion; esta falta
de concordancia provendria de una de estas dos causas:

a. Una falla de los modelos biométricos o genéticos propuestos —o de
ambos— para la interpretacién de la expresion fenotipica; si se com-
prueba, debe conducir a una investigacién de la eficacia de tales
modelos y, eventualmente, a la formulacién de modelos alternativos
mas realistas, aunque no necesariamente mas complejos.

b. Una segunda causa, en €l supuesto de que los modelos sean correctos,
es una deficiente estimacién de los pardmetros poblacionales e indivi-
duales; esta falla puede corregirse mejorando la calidad del experi-
mento, que estd asociada, la mayor parte de las veces, con el uso de
disefios apropiados y de poblaciones y muestras de tamafio mayor.

La aplicacién de las ideas de la genética biométrica ha contribuido
notablemente, en los Gltimos 30 afios, al conocimiento de la expresién y
estabilidad de los caracteres cuantitativos, y también al progreso del
mejoramiento genético convencional. Es evidente que tales ideas serdn
también de gran utilidad en la caracterizacién y en el aprovechamiento de
nuevas aproximaciones al mejoramiento genético, como las descritas en
esta obra.

Referencias

Falconer, D. S. 1981. Introduction to quantitative genetics. Longman Group,
Londres. 340 p.

Fisher, E. A. y Yates, F. 1963. Tablas estadisticas para investigadores. Aguilar,
Madrid. 131 p.

Heinz, D. J. y Mee, G. W. P. 1971. Morphologic, cytogenetic and enzymatic
variation in Saccharum species hybrid clones derived from callus tissue.
Amer. J. Bot. 58:257-262.

Ploper, L. D. y Mariotti, J. A. 1978. Variabilidad en subclones obtenidos de
cultivos de tejidos en cafia de azticar. Rev. Ind. Agric. (Tucuman) 55:59-64.

Steel, R. G. D. y Torrie, J. H. 1980. Principles and procedures of statistics: A
biometrical approach. McGraw-Hill, Nueva York. 633 p.

373



